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I N I R O  P U C  Ã O
L-fucose (6-desoxi-L-galactose) é de ampla ocorren 
cia na natureza'. É encontrada principalmente como componente 
estrutural de grande variedade de macromoléculas de importância 
biológica sintetizadas por microrganismos, plantas e animáis. 0 
estudo de seu metabolismo tem sido bastante explorado nos últi­
mos anos.
A presença de L-fucose tem sido verificada em oli- 
gossacaridios do leite (1, 2), substâncias dos grupos sanguí - 
neos humanos (3), mucoproteinas do plasma e urina (k), em ma­
terial capsular bacteriano (5) e, tambem, como componente de 
certos lipídios (6).
Niveis elevados de glicoproteinas contendo L-fuco­
se são encontrados no plasma de diabéticos (7) e em portadores 
de hepatite epidemica (8). No último caso, a excreção de fuco- 
glicoproteinas pela urina e Saliva é menor do que em indivíduos 
normais.
A partir dò ano dè 1956, intensivos estudos foram 
realizados com a finalidade de esclarecer os processo de bios-
f ■ ■ ■ ■ • /smtese da L-fucose e de outros compostos que a contem como ele 
mento estrutural (9 - 2 3) .
HÉATH & ROSEMAN (9), 1958, trabalhando cóm Aeró- 
bacter cloacae. verificaram que quando este microrgánismo era 
crescido em D-glucose-l-C^ como fonte de carbono, L-fuco-
se-l-C^ era encontrada como componente de um polissacaridio ex
traceíular excretado no meio de cultivo, mas quándo as células 
eram crescidas em meio contendo D-glucose-6-C^, âpenas L-fuco- 
se-6-C^ era encontrada no polissacaridio, confirmando os re-
sultados anteriormente obtidos por SEGAL & TOPPER (10) e WIL­
KINSON (1 1 ) em Aerobacter aerogenes e Klebsiella aerogenes, re.s
I
pectivamente. Estes autores propuseram uma via para a biossín- 
tese deste dèsoxiaçucaf, diretamente a partir de D-glucose, sem 
envolvimento de inversão nèm rompimento da cadeia. Os mesmos 
resultadoS foram também verificados no homem (1 2 ).
Em estudos enáimãticos, GINSBURG (13) obteve uma 
preparação de Aerobacter aerogenes capaz de transformar GDP-D- 
mânose em GDP-L-fucose, tendo NADPH como cofator, possivelmente 
via um intermediário do tipo GDP-Zl-ceto-ib-desoxihexose. A rea­
ção inversa foi verificada a partir de L-fucose-l-fosfato.
A identificação de GDP-D-manose e GDP-L-fucose no 
leite e em glândulas mamárias (lk - 16), sugeria a ocorrência 
de uma via bíossintética semelhante em tecidos animais, o que 
foi demonStradb pof FOSfEÊ & GINSBURG (18). .
Por outro lado, pouca atenção foi dada ao mecanis­
mo de degradação dá L-fucose. EAGON (2ii) verificou que diver­
sos microrganismos são capazes de utilizai L-fucose como fonte 
de carbono. No entanto, a via de degradação de L-fucose foi 
completamente estudada somente em Escherichia coli (25 - 28).
A isomerização de L-fucose a L-fuculose foi primei, 
ramente observada por GREEN & COHEN (25) em extrato livre de 
células de Escherichia coli crescidas em meio mineral contendo 
apenas L-fucose como fonte de carbono. À fosforilação da L-fu- 
cuiose a L-fuculose-l-fosfato foi, em seguida, evidenciada por 
MILLER & HUANG (26) no mesmo microrganismo em condiçoes de tra­
balho semelhantes. Esta via foi posteriormente completada com 
a purificação e caracterização da enzimàs L-fucúÍõse-1-quináSe 
e L-fucüidsd^ljfòéjfatb àldoiase por HEATH & GHALÀMbÕR (27 - 28).
- 2 -
Uma via de degradação semelhante encontra-se des­
crita por WILSON et alii (29, 30) para L-rhamnose, também em 
Escherichia coli.
0 mecanismo pelo qual L-fucose é degradada até gís 
carbonico em mamíferos ainda não é conhecido. Experimentos 
"in vivo" no homem e em animais de laboratório demonstraram di 
ferenças na capacidade de mètabolizar L-fucose. Seguindo-se a 
administração de L-fucose-l-C^ a seres humanos (12), mais ou 
menos b0% da radioatividade total é eliminada como gás carbôni 
co em um período de 6 horas. Em ratos, nas mesmas condições , 
menos de 2% da radioatividade é eliminada como gas carbônico , 
enquanto 30$ apareCe na Urina como L-fucose inalterada (20, 
2 3). 0 significado fisiológico desta diferença ainda hoje não
se acha esclarecido.
ROSEMAN et alii (31) descreve uma desidrogenase 
de L-fucose, NAD-dependente, extraida de fígado de porco, que 
oxida este desoxiaçucar diretamente a acido L-fucônico. A mes­
ma enzima também e encontrada em fígado de carneiro (3 2). 
Estes autores sugerem que esta enzima catalisa o primeiro pas­
so da Via oxidativa de degradação da L-fucose em animàis, pos­
sivelmente por um mecanismo análogo à via de ENTNER-DOUDO RO FF- 
WOOD (33) para a degradação de aldohexoses em bactérias. Re­
centemente, MOBLEY (3k) relata a presença de L-fucose desidíro- 
genase no figado de outras especies de vertebrados.
CLINE & HU (35 - 38) isolaram de um mutante de 
Pseudomona saccharouhila um sistema d.e três aldoáe desidrogena 
Ses, entre as quais, uma D-arabinose desidrogenase, específica 
para açúcares apresentam a configuração otica dá L-galacto 
se, portanto, ativa com L-fucose e L-galactose, porém, relati-
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vãmente inespecifica com relação a coenzima, podendo utilizar 
tanto o NAD como o NADP.
OAHMS & ANDERSON (39 ~ Ô-2), 1972, demonstraram uiia 
via de degradação para D-fucose em uma bactéria da família das 
Pseud omonadales capaz de utilizar esta desoxibexóse comó fonte 
de carbono, que também envolve a ação de uma D-aldose desidro­
genase, NAD-dependente e específica para D-aldohexoses, oxidan 
do-as a delta-D-aldonolactona correspondente. Uma segunda en
zima, L-arabino-desidrogenase, NAD(P)-dependente, oxida a for 
/ma furanosica de D-aldoses a gama-D-aldonolactonas que poste - 
riormente são hidrolisadas por ação de uma lactonase. 0 ácido 
D-fucônico formado é desidratado por uma debidrase dando o ácjL 
do 2-ceto-3-desoxi-D-fucônico que em reação subsequente é cli­
vado em ácido piruvico e D-lactaldeido por ação de uma aldola­
se.
0 tfabalbo aqui apresentado descreve pela primei­
ra vez a ocorrência de uma L-fucose desidrogenase em fungos, 
mais especificamente em Pullularia pullulans.
Os estudos preliminares foram feitos por VEIGA et
alii (k3), que verificarâm que Pullularia nullulans era capaz
de utilizar adaptativãmente L-fucose como fonte de carbono, po 
rem, nao sendo constatada a presença de nenhuma das enzimas per 
ticipantes da via de degradação deste desoxiaçucar encontrada 
em Escherichia coli. No entanto, extratos livres dè délulas
dêste fungo era capaè de reduzir NAO em presença de L-fucose,
sendo identificado o ácido L^fucônico como produto.
REAGENTES:
Os reagentes químicos usados nos ensaios referidos 
neste trabalho foram sempre produtos puros obtidos das melho­
res fontes comerciais.
L-fucose, gama-L-galactonolactona, NAD, NADH (sal 
dissódico), NADP, NADPH (sal dissódico) e peroxidase (horsera­
dish, RZ aproximadamente 0,l|h) foram obtidos de Sigma Chemical 
Company. NADH e NADPH foram dissolvidos no momento de uso em 
tampão TRIS-HC1 0,05M pH 8,5.
Os inibidores de grupamentos tiois: p-cloromercu- 
ribenzoato de sódio, ácido p-cloromercuribenzeno sulfónico, áci 
do p-hidroximercuribenzoico, ácido 2-cloro-h-aminobenzoico e 
acido o-iodosobenzoico (Sigma Chemical Co.) foram dissolvidos 
em hidróxido de sódio 0,1M e neutralizados com ácido clorídri 
co 0,1M ate pH 8,5» Tetrationato de sódio foi preparado segun 
do LIU & INGLIS (bb).
Ditioeritritol (Sigma Chemical Co.) e 2-mercapto- 
etanol (Matheson Coleman) foram usados como protetores sempre 
na concentração final de 10 M, a nao ser quando indicado. . / 
L-galactose foi preparada a partir da gama-Lu ga- 
lactonolactona por redução com boridreto de sódio em pH que 
variava entre tres e quatro e em temperatura não Jüpébiob à 
ÚQC, segundo WOLFROM & ANNO (Ú5) • Após a elibiihâção ie bob at o 
por concentração a vácuo em metanol, a mistura foi desionizada 
em coluna mista (60 ml) contendo equivalentes quantidades de
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resina AG 50W-X8 (H+) e AG 1-78 (OH"), 50-100 mesh (Bio-Rad) ,
concentrada a vácuo atá xarope, cristalizada em mistura de me-
P Otanol-2-propanol e recristalizada em metanol, lalD - 79 (c3,6  
em água), ja|^ para L-galactose - 80Q (c Aj-,0 em água) i 
0 produto foi identificado como L-galactose segundo FRÜSH & 
ISBSLL (U6) atravás do derivado L-galactosemetilfenilhidrâzo- 
na (ponto de fusão l86sc, pònto de fusão obtido 1862C). Na pre 
paração não é excluida a presença de pequena quantidade de ga- 
lactitol como còntaminantei
Ácido L-fucónico (sal de sódio) foi preparado por 
oxidação da L-fucose com iodo em metanol, segundo MOORE & 
LINK (kl) e caracterizado como L-fuconobenzimidazol, ponto de 
fusão 25ÚQC, ponto de fusão obtido 255QC. Gama-L-fuconolacto- 
na foi obtida por oxidação com bromo em água, segundo CLARK 
(h-8) e caracterizada como o ácido correspondente conforme ROSE 
MAN & HEATH (U9).
CONDIÇÕES DE CULTURAs
A amostra de Pullularia pullulans, isolada de sa- 
poti, nos foi cedida pela Drâ Si Joli, do Instituto Zimotécni- 
co da Universidade de São Paulo, e foi mantida em meio sólido 
de Sabouraud, com glucose 1$.
As células foram adaptadas à utilização de L-fuco 
se como fonte de carbono, através de rèpicagens sucessivas em 
meio mineral sólido contendo L-fucose 0,5$ alternadas com cres, 
cimento em meio mineral líquido cóntehdõ a tíiesma concentração 
de t-fucoâe, trabalho realizado por NAKANO et alii (50).
0 microrganismo utilizado neste trabalho, já se
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encontrava adaptado ao consumo de L-fucose como fonte de carbo 
no, e foi mantido em meio mineral sólido (1 ,75$ de agar em meio 
mineral com 0,5$ de L-fucose), incubando-se as culturas duran­
te A 5 a 50 horas a 28^0. Foi evitado sempre o enegrecimento 
das culturas, conforme recomendado (50).
Nas repicagens de meio meio sólido para meio lí - 
quido, as células de Pullularia pullulans foram suspensas dire 
tamente nos tubos de cultura em meio mineral sólido, usando-se 
3 ml de meio mineral líquido estéril e transferindo-se a susJ 
pensão para frasco "Erlenmeyer" contendo 250 ml de meio miné-í 
ral com L-fucose 0,5$* A- cultura foi incubada aerobicamente a 
282C, em agitador rotatório a 100 rpm durante 25 a 30 horas. 
Desta cultura, alíquotas de 25 ml foram transferidas para fras. 
cos "Erlenmeyer" de 2 litros contendo 500 ml de meio mineral e 
L-fucose na concentração indicada, incubados nas mesmas condi­
ções, por Z4.5 a 50 horas. As células foram coletadas por cen­
trifugação a 3OOO rpm durante 10 minutos em centrífuga refrige 
rada e lavadas três vezes com solução de cloreto de potássio 
0,15ÚM.
0 meio mineral líquido usado (pH 55ó) continha 
por litro, os seguintes componentes: 2 g de (NH^)2S0^, l . g  de 
(NH^)NÔ^, 1,2 g de KH2P0^, 0,lh g de Na£HP0^, 0,5 g de MgSO^. 
7H20, 1,5 g de KCl, 0,5 g de NaCl, 0,1 g de CaCl2, 0,01 bk g de 
Fe(N03)^.9%0, 0,0088 g de ZnS0^.8H20, 0,00l| g de MnS0^./|H20 , 
0,003 g de CuCl2, 0,00006h g de (NH^) gMo^.ÁHgÕ e 1 g de ex­
trato de levedura* L-fucose, em concentração de 25$, foi este, 
rilizada separadamente em vapor fluente durante 20 minutos e 
àdiciòhádà âssebhicámente Aò meiò minebài em quantidade suficiai 
te para uma concentração final de 0,5$.
MÉTODOS ÁÉALÍTICOS; '
A concentração de proteínas foi geralmente deter­
minada pelo método de WARBIJRG & CHRISTIAN (51) exceto nas eta­
pas iniciais do proeèsso de purificação em qtte foi usado o mé­
todo de LÒWRY et alii (52). Albumina bovina (Sigma) foi uti­
lizada como padrão.
Acidos aldônicos foram quimicamente determinados 
apos conversão as lactonas correspondentes, por fervura duran­
te 5 minutos em HC1 1M. As lactonas, por sua vez, foram deter
minadas pelo método de HBSTRIN (53)•
Cromatografia em papel foi desenvolvida em papel 
cromatografico Whatman nQ 1, e os seguintes solventes foram 
utilizados; Solvente I; Butanol;piridina:água (6:Ú;3? v/v) e 
Solvente II; Benzeno;butanol;piridina;água (l:5:3t3? v/v) (5Ú).
Açúcares redutores foram visualizados com nitrato 
de prata alcalino, segundo TREVELIAN (55) ou pelo método da 
p-anisidina-periodato (56); lactonas e acidos aldonicos foram 
revelados como hidroxamatos conforme ABDEL-AKHER (57)? os últi 
mos apos lactonização "in si.tu" .
Medidas polarimétricas foram feitas em polaríme- 
tro Perkin Elmer, modelo 1Ú1, a 20QC. As determinações de 
ponto de fusão foram feitas em aparelho Kofler Reichert.
Eletbòfòrese analítica foi feita em gel de polia- 
crilamida a 8% dom sistema descontínuo de tampão TRIS-borato 
pH 9?0, em sistema dé èletroforese ORTEC, modelo Ú200, a 300 
volts e 5 mÁ° por tubo, seguindo-se as instruções gerais de 
bAVlS (58) e uãando -Sé as formulações de geis e tampões des. 
critas nd manual de instruções ORTEC (59) . Coloração para pro 




A atividade de L-fucose desidrogenase no gel foi detectada por 
imersão durante 30 minutos, em temperatura ambiente, na seguin 
te mistura: Fenazina metasulfato 0,011$, azul de p-nitrofenil- 
tetrazólio 0,08%, NAD 6 mM, L-fucose 30 mM e tampão TRIS-HCl 
pH 8,5 10 mM.
Ensaio padrão para L-fucose desidrogenase: A ati­
vidade enzimática de L-fucose desidrogenase foi medida espectro 
fotometricamente, seguindo á redução do NAD a 3̂ -0 milimicra em 
espectrofotometro BECKMÁN, modelos DB ou DU-2 com registrador 
acoplado, a temperatura de 28QC durante 3 minutos.
A não ser quando indicado, a mistura de reação 
usada (1 ml) continha: 20 micromoles de tampão TRIS-HÇl pH 8,5, 
10 micromoles de L-fucose, 1 micromol de NAD e quantidades in­
dicadas de enzima (20 a 50 microlitros), sendo a reação inicia 
da com a adição da enzima.
A não ser nas etapas de purificação, os ensaios 
de caracterização foram feitos com enzima purificada.,
Uma unidade de L-fucose desidrogenase foi conside 
rada como a quantidade de enzima capaz de catalisar a redução 
de 1 micromol de NAD por minuto, nas condições de reação cita­
das .
No ensaio da temperatura ótima, a mistura de rea­
ção foi previamente incubada em banho-maria na temperatura in 
dicada durante 10 minutos sendo a reação iniciada com a adição 
da enzima. No estudo da inativação pelo calor, a enzima foi 
incubada em banho-fiiária a kOQC e a atividade foi determinada 
nos tempos indicados.
Na mistura de reação para o isolamento do produto 
da reação, foi usado o sistema peroxidase-resorcinol para a
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regeneração dô NAD, segundo a técnica citada por AKAZAWA & 
CONN (6l) . Uma mistura de reação contendo U milimoles de L-fu 
cose, 50 micrómoles de NAD, 10 micromoles de H202? 1 milimolde 
tampão TRIS-HC1 pH 8,59 50 microgramas de peroxidase, 0,5 mi­
cromoles de resotcinol e 200 microgramas de L-fúcose desidrogè 
nase, num volume final de 20 ml, foi incubada durante U horas 
a 25QC. A reação foi parada por adição de 80 ml alcool absolu 
to e o precipitado foi separado por centrifugação a 15000 rpm 
durante 20 minutos. 0 material foi concentrado a vácuo ate 
aproxima.damente 5 e passado por coluna de D0WÉ7 1-78 (Bio­
Rad) 200-/|00 meSh, forma formiato (1,5 x 15 cm). L-fucose re­
sidual foi recuperada por lavagem com 100 ml de agua e o pro­
duto da reação foi eluido usando um gradiente de ácido férmico 
(200 ml de água e 200 ml de ácido férmico 1M). A eluição foi 
acompanhada pela reação de HESTRIN (53)? e o eluato foi concen 
trado a vácuo até pequeno volume.
PURIFICAÇÃO DA L-FUCOSE DESIDROGENASE:
a) Estudos iniciais com extrato livre de células: 
As condições de extração da enzima foram estudadas visando a 
obtenção de preparação mais ativa e estável possivèl, dentro 
das condições de trabalho. Tampão TRIS-HC1 0,05M pH 8,5 foi o 
usado para a èxtraçãò da enzima ào invés do tampão glicina-hi- 
droxido de sodio pH 10 (pH étimo), por conferir maior estabili 
dade à enzima frente ao estocamento a -2020.
Ã piresençà de MgCl^, NàF, ÈDTA e 2-mércaptoetanol 
não mostrou sensíveis alterações na atividade inicial nem na 
estabilidade da enzima durante a estocagem. Entretanto, foi ve 
rificado que metais pesados como ferro e cobre possuiam ação
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inibitória. EDTA e 2-mercaptoetanol foram mantidos nas etapas 
de purificação, na concentração de 10_^M, a não ser quando in­
dicado * Nestas condições, pequena perda de atividade foi obser 
vada àpos 1 mês de estocamento a -20QC.
Cofatores e substratos endógenos foram eliminados 
através de filtraçao do extrato livre de células em colunas de 
gel-Sephadex G-50, dé volume igual â 3 a k vezes 0 volume do 
extrato,
b) Preparação do extrato livre de células: Para 
cada preparação, cerca de 20 gramas de células de Pullularia 
pullulans (peso umido) crescidas em meio mineral liquido (5 li 
tros) contendo L-fucose 0,5%, foram maceradas em gral de porçe 
lana com o mesmo peso de "glass beads", tipo 090-5005 (Minneso 
ta Mining & Manufacturing Coi). 1
A enzima foi extraida com tampão TRIS-HCl 0,05 M 
pH 8,5 contendo EDTA e 2-merca toetánol, ambos na concentração 
de 10. M. Foram adicionados 2 ml desta mistura para cada gra­
ma de células. 0 extrato livre de células foi separado por 
centrifugação a 15000 x g durante 20 minutos, em centrífuga re 
frigerada INTERNATIONAL, modelo PR-2 . Todas as operações fo­
ram feitas entre zero e UQ-C.
c) Tratamento com sulfato de protamina: Ao extra­
to livre de células (i|2 ml) foi adicionado solução dè sulfato 
de protamina 2%, pH 7, em quantidade suficiente para uma con­
centração final de 0,3%. Após 30 minutos, o pfècipitado foi 
separado por centrifugação a 15000 x g durante 20 minutos e 
desprezado.
d) Fracionamento com sulfato de amonio: Ao sobre- 
nadante da etapa anterior (ii9 ml) foi adicionado sulfato de
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amónio sólido ate k0% de saturação. Após 30 minutos, o precipi 
tado de proteinas foi separado por centrifugação a 15000 g du­
rante 20 minutos e desprezado. No sobrenadante resultante (53 
ml), a concentração de sulfato de amonio foi elevada ató óO^de 
saturaçaoi 0 piecipitado foi coletado da mesmá maneira e dijs 
solvido em 2,5 ml de tampão TRIS-HC1 0,05M, pH 8,5 contendo 2- 
mercaptoetanol e EDTA na concentração de 10 M. Esta fraçao 
continha a maioir parte da atividade enzimãtica inicial.
e) Filtração em gel: 2,0 ml da fração obtida fo­
ram aplicados em coluna de 2,0 x 60 cm de Sepbadex G-100 (Pbar 
macia-Upsala) previamente equilibrada com tampão TRIS-HC1 0,05M 
pH 8,5 com 10”^M em EDTA e 2-mercaptoetanol. A eluição da ènzi 
ma foi feita com a mesma mistura, sendo coletadas frações de 
2 ml em coletor de frações BECKMAN, modelo 132, munido de uni­
dade de refrigeração BECKMAN, modelo 133«
As frações de maior atividade específica foram reu 
nidas e usadas na etapa de purificação seguinte.
f) Cromatografia em DEAE-celulose; A fração resul 
tante do tratamento com gel (ló ml) foi aplicada em coluna de
1,5 x 17 cm de DEÁE-celulose (Sigma), com capacidade de troca 
de 0,98 mEq/g, preparada confofme SOBER et alii (62) e previa­
mente equilibrada com tampão TRIS-HC1 Õ,05M pH>8,5 contendo EDTÂ 
e 2-mercaptoetanol, ambos 10”^M.
A coluna foi inicialmente lavada com kO ml de NaCl 0,05M em
tampão TRIS-HC1 0,05M pH 8,5 contendo EDTA e 2-toercaptoetanol
' ~ . . . na concentraçao de 10. M. A enzima foi eluida com um gradien­
te linear de cloreto de sódio no mesmo tampão (0,O^M a 0,5M ,
somando kOO ml). Foram coletadas frações de 2,5 ml em coletor 
de frações BECKMAN, modelo 132, refrigerado com unidade de re-
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1'rigêração BECKMAN, modelo 133- As frações de maior atividade 
específica foram reunidas e submetidas a eletroforese analíti­
ca eih gel de poliacrilamida para critério de pureza.
ABREVIAÇÕES USADAS
TRISi Tris(hidroximetil)aminometano.
HEPES: Acido N-2-h.idroxietilpiperazina-N-2-etano sulfõnico. 
NAD: Nicotinamida adenina dinucleotídio (forma oxidada).
NADH: Nicotinamida adenina dinucleotídio (forma reduzida). 
NADP: Nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato (forma oxida­
da). .
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato (forma redu­
zida) .
£■ l4 -
R B S U L T A D 0 $
PURIFICAÇÃO DA ENZIMÀ: .
As figuras 1 é 2 mostram os resultados das etapas 
de purificação da L-fucose desidró|enasé por filtrâçâo em gel1* 
Sephadex e por cromatografia em tiÉAE-celulóse, respectivamente. 
Os resultados do processo total de purificação estão expressos 
na tabela I, que mostra que a enzima foi purificada 228 vézes 
em relaçao ao extrato livre dè células inicial.
TABULA ri










EXTRATO BRUTO 15,7 0,19 7,96 12 ,2 -
SULFATO DE PROTAMINA 9,46 0,128 6,27 13 ,6 78)7 -
(NHi p̂SO;. 
kO-60% SAT. 8,00 1,77 4,42 221 55,7 18
SEPHADEX G-1001 0,33 0,35 4,24 1071 53,2 88
DEAE-CELULO SE 0,048 0,134 1,60 2791 2 0 ,1 228
* A ' ' ' ■* A atividade especifica é expressa em unidades de enzima por 
mg de proteina x 1000 e ‘rendimento em % da atividade enzimáti 
ca presente no extràto livre de céiulas.
As fraçoeS. de mâior atividade específica reunidas 
apos a cròmãtografia em DEAB-celulose (12,5 ml) fofam submeti­
das a teste de pureza èm gel de poliacrilamida. A analise ele 
troforetica desta fração mostrou a presença de apenas uma ban-
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da de proteina, coincidente em mobilidade com a obtida por co­
loração específica para L-fucose desidrogenase.
Esta preparação foi usada como fonte de enzima pa 
ra os testes de caracterização.
PROPORCIONALIDADE DA ENZIMA:
Â quantidade de NAD reduzido pela L-fucose desidro 
genase e proporcional ao tempo de incubação e à concentração da 
enzima (Figuras 3 e k).
Perda da proporcionalidade ocorre em concentrações 
de enzima superiores a 20 microgramas por mililitro, em um tem 
po de reação de 5 minutos ou em concentrações mais baixas, mas 
em tempos de incubação maiores, o que se deve ao efeito inibi­
tório do NADH formado, conforme está discutido adiante*
EFEITO DA TEMPERATURA:
0 efeito da temperatura de incubação sobre a L-fu 
cose desidrogenase á indicado na figura 5 *
A temperatura ótima para a reação está em torno de 
30QC. A enzima ó inativada irreversivelmente após aquecimento 
durante 10 minutos â temperatura de 50Q0, tanto em presença de 
NAD como em presença de L-fucose. , .
0 efeito da inativação pelo calor à kO^C ó mostra 
do na figura 6» A presença de NAD, nà concentração de 1 mM, 
tem efeito protetor contra a inativação pelo calor, o que não 
ocorre quando a L-fucose está presente no meio de incubação. 
Após 15 minutos de aquecimento a h-OQC, a enzima conserva ainda 
b0% da atividade quando em presença de NAD. Nestas mesmas con
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Pigura I
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F i gur© 1
Efeito dg Concentração da Eniimci
Sssftmo de incubação C 1 m! I: SO microrr»«iö« da tcmpSo TBIS-HCl
pH 8,5, 2 . micromol«« d# NAD, 20 rmcromoies de L-fucose e «s /
quantidades in. dice. das. da tniiro©, A redução d© NAD fo> seguida
oentf nuamente a 340 millmiCTa ®m tsptcfrafotiretfr©. S!fl#eiintctiv* 
models 08, a 28®C, durant® 3 minutos.
— I 9 ”~
Figura 4
Efeito do Tempo e Concentraçâo da Enzima
0 sistema de rsuçao uscdo foi o metrao clescrito no figur a c**-ter loir, 
escito porci a» quantidadss indicadas de ©mime («w«-o-20k  ** enzima t
*0~ JQjjg <j« tûfîfRïï.!
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dições, menos de 10$ da atividade permanece quando a enzima é 
aquecida em presença de L-fucose 10 mM. NAD e L-fucose juntos, 
1 e 10 mM, respectivamente, não apresentam nenhuma proteção adj. 
cional.
. A 30QC, menos dé 30$ de atividade é perdida após 
1 hora dè incubação em presença de NAD 1 mM. .
EFEITO DO pH E COMPOSIÇÃO DO TAMPÃO :
0 efeito do pH sobre a atividade da L-fucose desl 
drogenaSe foi verificado na faixa de pHs compreendida entre 6,0 
e 10,8, usando tampões fosfato, TRIS-HCl, glicina-bidróxido de 
sodio e carbonato, todos na concentração final de UO mM.
A figura 7 mostra a forte dependência da ativida­
de enzimática com a variação dõ pH de incubação. Maximas ati­
vidades foram obtidas em pH 10,2, com pequena variação entre o 
tampão carbonato e glicina-NaOH.
Em pHs imediatamente superiores a 1 0 2̂ , a enzima 
passa ser inativada irreversivelmente. A inativação sè proce.s 
sa rapidamente em pH 10*8, logO após o primeiro minuto de incu 
bação a 28QC, sendo que após 5 minutos a atividade baixa apro 
ximadamente a zero.
0 efeito do pH sobre as constantes cinéticas Km e 
Vmax e apresentado nas figuras 10 e 11.
ESTABILIDADE DA ENZIMA:
A enzima purificada perde rapidamente a atividade 
mesmo em presença de reagentes protetores de grupamentos tiois. 




0 sic-tema tís rçaçõo fo* previQrnsnt« incubado ns ttmptretura
indicada durante 10' minutos» sendo o reoçSo iniciado com a 
ad ição d« 4,5 micrograrnos de eniima. 0 sistema «is reeçso /
■( Itr.s I continha 20 micramo*«» de tompSo TRlS~-HCi pH 8,5» iO 
micromoles de L-fucose i 1 micromol de NAD.
Inotívação Térmica da L~ Fuco»« D-esiorogenesa
Tempo Imlfti
A encimo í IOO microgromcis } sm tempão T R IS- H C u  0,05 M pH 8« 5, • 
•'oi c^n«aido sm Osn^o ~ mana a superatyro dt ^0* C, cm presença 
de M AO ou L-fucôse, A atividade da enzima foi medida nos t«m- 
pss indfCôdoSs usando * - of-s cada ■ determinação, alíquotas contendo
10 m iC f O g f  OITI O S  d f  t f l f t r t lC S ,  «m pr«*efiça d% N AD  imM; $mpn~
*«nça 4® Lr Fueotti È i M i @m 0tf*t«tei8 d# IrryewtJ
F ifo ro  ?








S iif in i©  do Incabffö# (  I ml 1; 30 raioromolos dt l- f u c ö i i ,  2 mi -»
et© i . c O H A ' - ,  20 î» »: rj* «-«lot -£•? e .".'s y & k ‘ 4 miu ;-ms.©«, do
tsmpã© Indicado, A rv*  ’ÿ “c do hdO ;o. c j,n * n ~ e© f« Q
340 miír?iícro *&m «soecuoíofórn^H © 85 m o a lû  OU-”? com
r® f j is ir«dor í3 t & p í ü 4 v , . a  do c.àrooro o© 3p«r dih;>< £ f i mC }
P
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te k horasj resulta na perda de mais de 80$ da atividade ini­
cial. Ã adição de 2-mercaptoetanol, ditioeritritol ou EDTA ao 
meio de dialise (na concentração de 5 mM) tambem não aumenta a 
estabilidade dá enzima.
Congelada a -20QC em presença de NAD e ditioeri - 
tritol (1 mM), a enzima conserva mais de 50$ de atividade após 
um mes de estocamento*. NaS mesmas condições, mas a Zj-QC9 90$ 
da atividade e perdida após dois dias.
ESPECIFICIDADE DA L-FUCOSE DESIDROGENASE:
Foi estudada a especificidade da enzima, substitu 
indo-se L-fucose no sistema de incubação padrão por uma serie 
de D- e L-aldoses, nas concentrações indicadas nas tabelas II 
e III.
Dentre todos os açucares testados, apenas L-galaç 
tose serviu como substrato para a enzima, porem, a atividade da 
L-fucose desidrogenase com esta L-aldobexose e muito menor que 
a obtida com a L-fucose. Os mesmos açúcares quando testados na 
concentração de 50 mM, em presença de L-fucose, não apresentam 
qualquer fenômeno de inibição, com excessão da L-galactose que 
aparentemente compete com a L-fucose (Tabela IV)i
Com relação aò, cofator, a L-fucose desidrogenase 
e estritamente dependente dè NAD. NADP não serve como coenzi.
ma mesmo em concentrações 100 vezes maiores.
Tambem não e observada- nenhuma atividade combinando-se as D­
e L-aldoses com o NADP.
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TABELA II




L-Fucose (còntrôle) 10 100
L-Galactose 10 1 1
L-Galactose ko 32
L-Galactose 100 kl









0 sistema de reação (1 ml) continha; 20 micromoles de tampão 
TRIS-HC1 pH 8,5, 1 micromol de NAD, 9?7 microgramas de enzima 
e as quantidades indicadas de L-aldose. â reação foi iniciada 
com a adição do NAD, após 3 & 5 minutos de pre-incubação a 280.
EFEITO DE REAGENTES ORGÂNICOS E INORGÂNICOS SOBRE A ATIVIDADE 
DA L-FUCOSE DESIDROGENASE;
Visando determinar os possíveis grupos envolvidos 
no sitio ativo da enzima, foram testados uma serie de reagentes 
conhecidos como bloqueadores de grupos catalíticos essenciais 
a atividade enzimática de outras desidrogenases.
Como mostra a Tabela V, a atividade enzimática á 
totalmente inibida por mercuriais orgânicos em baixas concentra
r —/ | a  B v '  ? ~ /çoes (10 a 10 M) apos pre-incubaçao com o reagente. A pre
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ESPECIFICIDADE DA L-FUCOSE DESIDROGENASE 
USANDO D-ALDOSES COMO SUBSTRATO*
tabela III
D-aldose Concentração(mM) fo de atividade
L-Fucose (controle) 10 100













EFEITO DA PRESENÇA DE L-GALAOTC SOBRE A ATIVIDADE DA L-FUCOSE SE E D-ARABINOSE DES IDROGEN ASE*
Aldose Cone»
ATIVIDADE ENZIMÁTICA (jamolesNADH/min.lO3)




Nenhum - — . 26,3 32,1
L-Galactose hÔ 22,2 27,6
L-Galactose 100 „ 7,8 Í6,3 21,6
D-Arabinose 10 ocr>O 26,3 32,0
D-Arabinose 100 0,0 26,2 32,0
O sistema de reação usado foi o mesmo descrito na Tabela II, 
exceto para D-aidoses (Tabela III) e pela presença adicional de 
L-galactose e D-arabinose na concentração indicada na TABELAIV.: 
A reação foi iniciada pela adição do NAD.
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incubaçãc da enzima com L-fucose protege em parte contra a ini 
bição, o mesmo não acontecendo com relação ao NAD.
N-Etilmaleimida também exerce forte ação inibitó­
ria sobre a enzima, ocorrendo inibição total em concentrações 
de 10”^M, irreversivel mesmo por altas concentrações de ditio­
eritritol ou 2-mercaptoetanol.
A inibição pelos mercuriais orgânicos pode ser 
quase totalmente revertida por ditioeritritol, glutation redu­
zido, 2-mercaptoetanol ou cisteina.
Reagentes oxidantes como o ácido o-iodoso-bçnzoi- 
co e os alquilantes halogenados como iodo-acetato e iodo-aceta 
mida, na faixa de concentração de ÍO“^ ,  apresentam ação inibi
toria pouco significativa. EDTA, em todas as concentrações en 
saiadas não ocasionou alteração na atividade enzimática.
Ditioeritritol, 2-mercaptoetanol, glutation redu
zido e cisteina não aumentam a atividade da enzima.
/N /v /s;0 efeito de reagentes inorgânicos sobre a ativida
de da enzima está resumido na Tabela VI.
Tetrationato dè sódio foi ensaiado em concentra -
~ . ■ _"D : _2ções relativameílte altas (7,5 x 10 e 1 x 10 M) apresentando 
pequerío grau de inibição, óuando comparado com os mercuriais or
/v , / . «*»21 \  ̂ ~gahicdso Azida de sódio (1 x 10 M) nac causa inibição sensi- 
Velna atividade da L-fucose desidrogenase.
Cloreto de cálcio, cloreto de magnésio, cloreto de 
amÓniõ e Outros haò apresentam qualquer efeito sobre a enzima. 
Cations divalentes como cobre, zinco, ferro, mercúrio etc. pro 
vocam inibição em graus variáveis.
A inibição pelos cations divalentes com excessão do zinco e 
mercúrio pode ser parcialmente revertida pelo EDTA.
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Controle (s/ inibidor) 0
N-Etilmaleimida(*) 5,0 X 10 u 100N-Et ilmaleimida(*) 1 ,0 X 10 “̂ 100
N-Etilmaleimida(*) 5,0 X 10-5 Qh
N-Btilmaleimida(**) 5,0 X 10’ 3 75
N-Etilmaleimida(**) 5,0 X IO” 5 U3
p-Cloromercuribenzoato(*> 1,25 X 10"â 100p-Cloromercuribenzoato(*) 1 ,0 X 10 ”̂ 100p-Cloromercuribenzoato(*) 1,25 X ioi 100p-Cloromercuribenzoato(**) 1,25 X IO" 3 95p-Cloromercuribenzoato(**) 1,25 X IO” 5 33
p-Hidroximercuribenzoato(*) 1*25 X lo-3 100
p-Hidroximercuribenzoato(**) 1,00 X 10” 5 2è
p-Clorcmercuribenzóatoí*) + 
Ditioeritritol 5 x 10"3M(***)
O O X IO" 5 0
p-Cloromercurifenilsulfonato(*) 1,25 X i o “ l 100p-Cloromercurifenilsulfònató(*) 1,25 X 10-| loo
p-Cloromercurifénilsulfonato(**)1,25 X 10“5 k2
Iodoacetamida(*) 1/0 X IO"3 9IodoacetamidaC*) 1,0 X 10“^ 21
Ácido o-iodosobenzoico(*) 1,25 X ío“3 9Ácido o-iodosobenzoico(*) 1*0 X ib-2 15
EDTA(*) 1 90 X i o : I 0EDTA(*) 5,0 X 10 0
(*) A enzima foi previamente incubada a 282C, por 3 minutos, 
com o reagente. A reação foi iniciada por adição da L-
fucose.
(**) A enzima foi pré-incubada com L-fucose, sendo o inibidor
adicionado apos o período de incubação. A reação foi ini
ciada pela adição do NAD.
(***) o reagente foi adicionado apos a reação com o inibidor . 
0 sistema de incubação (1 ml) continha: 20 micromoles de TRIS 
-HC1 pH 8,5? 1 micromol de NAD, 10 micromoles de L-fucose 9,7
microgramas de enzima e as quantidades de cada reagente.
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EFEITO DE REAGENTES INORGÂNICOS SOBRE A ATIVIDADE 
DA L-FUCOSE DESIDROGENASE
Reagente Concentração(M) % de Atividade
TABELA VI
Controle 100
ZnClg 1 0 X 10" 3 ko
ZnCl2 5 0 X IO" 3 0
CUCI2 5 0 X 10 "3 U5
CuCl2 1 0 X IO" 3 61
CaCl2 5 0 X 10" 3 100
NHi.Cl 5 0 X 10" 3 100
KC1 1 0 X 10"2 100
NaCl 1 0 X 10 "2 100
MnCl2 5 0 X 1o" 3 100
NaF 5 0 X 10”3 100
FeCl2 5 0 X io"3 ho
FeCl2 5 0 X 10 "2 27
HgCl2 5 0 X 10 "3*s 0MgCl2 5 0 X 1 o" 3 100
Azida de sodio 5 0 X 1 o" 3 92
Arsenito de sódio 5 0 X 10 "3 100
Tetrationato de sódio 5 0 X 10 "3 Ó3
Tetrationato de sódio 1 0 X 1 o" 2 66
Sistema de reação (1 ml)i 20 micromoles de tampão TRíâ-HCl pH 
8 ,5 ? 10 micromoles de L-fucose, 1 micromol de NAD, 20 micrOgrá 
mas de enzima é as quantidades indicadas dé cada rèàgénté» A en. 
zima foi previamente incubada com o reagente à 2SQC durante 3 
minutos em presença de NAD, sendo a reação iniciada pela adição 
da L-fucose.
u J 0 -
PROPRIEDADES CINÉTICAS:
a) Efeito da concentração de L-fucose e de NAD:
A erizimà apresenta comportamento cinético segundo 
Michaelis-Menten com relaçao à Variação da concentração de L- 
fucose e do cofator NAD. O
0 efeito da concentração de L-fucose, em concentra 
ção saturante de NÁD (2 mM) é mostrado na Figura 8 . 0 valor da
constante de Michaelis-Mentem (Km), calculado segundo o metodo 
gráfico de LINEWEAVER-BURK (63), á igual a 2,87 X ÍCT^M* em pH 
8,5 » A velocidade máxima, determinada também graficamente a 
partir da figura 8 , e igual a 1,485 micromoles dê NADH formado 
por minuto e por miligrama de enzima. ‘
A variação da velocidade da reação relativamente 
à concentração de NAD, em presença de concentração satürante de 
L-fucose, á mostrada na Figura 9 e ó valor das constantes Km 
3 (velocidade máxima), determinado graficamente na mesmajJlcxiX
figura, são iguais a 1 ,0 3 x 10' e 1,250 micromoles de NADH 
formado por minuto e por miligrama de enzima, respectivamentef 
0 efeito do pH sobre as constantes Km e Vma3r P°- 
■de ser Visto nós diagramas apresentados nas Figuras 10 e 11 ,
respectivamente para L-fucose e NAD. Os valores de Km e V v 
foram determihâdòs em pH 7,0, 8,5 e 9,5, o que revelou sensi - 
veis alterações em ambas âs constantes. Tanto para a L-fucose 
como para o NAD^ as velocidades máximas decrescem sensivelmen­
te com o abaixamento do pH. A velocidade máxima para L-fucose 
em pH 7,0 á em torno de 30% da obtida em pH 9,5- Quando a con­
centração de NAD e variada em relação à L-fucose, a velocidade 
máxima em pH 7,0 á menor que 20% da obtida nas mesmas condições 
em pH 9,5 «
3 1 '***“
Figuro 8
Efeito ú® Concentração d® L — Fucôs® 
Determinação da Constante de M ichaelis— Menten {Krsí
8: st«“ «* íe  Miaubaçãc : 20 ms^omoies de tampao TRÍS-HC! pH 8*5» 2 
micromoles da NAD, 20 microgrctmos de encimo e as quantidades / 
indicadas d® L-fucose num volante finai ' de Sm!. Ã redução do NAD 
foi seguido continuamente a 340 milimi'cra ®rn ®f pectrofotometro / 
"Saci«iftars" modele O U-2 ccm registrador acoplado, a temperatura da 
câmara do aparelho.- { 28® C ). A reoçoo foi inicioda com a adsção 
da enzima.
-32-
E f e i t o  d c  C o n c - e n í r a ç õ o  d s  N A D  
Oô í<srrm «eç$0 da C o n s t a n t ®  d ®  W i c h e ® H « - f o « ’
O fO 20 30 *0
S iitifn c? d« Incoböflo: 20 micromol«® dt feap lb  TRÜ-HCl pH 8 ,3 ,
BO m lerom olst de L- fu co te , 20 ttitcrogfefftas de enxinw., » as <fuan-
tI4û*Jiiÿ, tsfe de KAP, r.urn vohssr-e 1 o*ò




O « ‘ *. - . ,' %, ■ ' o I V- c\ ;
-* . .; 0*; : vi»i ä f t„ ,  >  V *1 i>v-î;s.ms; <i ■ p. ? '■
3 ‘U; .3  f . i  • i*. f C © r T ' tV uC c,
yea : "* ; , I ri y-.4 - * g'« > {*■*,,, - 1, .tr
rmm ®fef«ciios ei« ttsttstia «öde? slticrifo  no fiflti«* 8,
Efeito do pH sobre as Ccnstno'öi. Km %
Figura 11
10"®/NAD m)
0 sistsrms de i ncubaçâo, lmf, conîinha 20 micromoies d« L-f ucose, 20 
rnic r ogra mas de ent im«, ay o it ida des in cicadas do <? 2 - « -
ffíOí@s d& tampao no pH indicado í pH 7tC ~ tampão to s ta te t pH
8 ,S -- tompao Tft?s-!!C! a pH S, 5 « tampão gi Icina-NaOH). As con­
digo«» foram as mas mas dôscrlta* na Figura 8.
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Por outro lado, o efeito do pH sobre as constantes 
de Michaelis-Menten, com relação aos dois substratos, são con­
trários. A L-fucose desidrogenase apresenta maior afinidade 
por L-fucose a medida que o pH aumenta; 0 inverso è observado 
com relação ao cofator NAD; a afinidade da enzima pelo NAD e 
maior em pH 7,0 do que em pH 9,5*
b)Efeitos de inibição;
0 NADH formado como produto da reação exerce efei 
to inibitório sobre a atividade da L-fucose desidrogenase. 
Nenhum fenómeno de inibição foi observado quando se usou o áci 
do L-fucónico e a gama-L-fuconolactona, mesmo em concentrações 
relativamente elevadas. Também não foi verificada nenhuma ini 
bição com NADP nas concentrações de 5,0 x 10~^ e 1,0 x 10”  ̂M.
0 efeito inibitório do NADH com relação ao NAD, e 
em presença de concentração saturante de L-fucose, é mostrado 
na Figura 12. A inibição é claramente do tipo competitivo sen 
do determinado o valor da constante de inibição igual a 1 ,2 2 x 
10“̂ M (A constante de inibição foi determinada pela intersecção 
com o eixo das abcissas).
Quando a ação inibitória do NADH fói ensaiada com 
relação à L-fucose (Figura 13), em presença de concentração de 
NAD próxima à saturante, a inibição da âtividãde da enzima mos 
trou-se do tipo nãò competitivo. A inibição desaparece a medi 
da que se eleva à concentração do NAD até a sàturação. Éfeito 
diferente é õ que se observa com a inibição causada pelo NADH 
com relação ao NAD, isto é, a inibição permanece do tipo comp.e 
titivo e independente de ser a concentração de L-fucose satu - 
rante ou subsaturante.
figuro 12 
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IDENTIFICAÇlO DO PRODUTO;
O produto de oxidação da L-fucose pela L-fucose 
desidrogenase, em pH foi inicialmente identificado por
eletroforesè em papel como um composto que apresentava a mesma 
migração eletroforética que o ácido L-fuconico.
A partir de misturas de incubação normalmente usa 
das, era pequena a quantidade do produto obtido, possivelmente 
devido à inibição cauxada pelo NADH formado. No entanto, foi 
determinado que maiores quantidades do produto eram formados , 
acoplando-se um sistema para a regenação do NAD. Para isto, foi 
usado o sistema peroxidase-resorcinol (61).
Por cromatografia em papel, o composto isolado da 
mistura de incubação apresentou o mesmo comportamento que a 
L-fucono-gama-lactona, e após alcalinização, apresentou a mes­
ma mobilidade que a do ácido L-fucónico (sal de sódio) usado 
como padrão. Estes resultados estão mostrados na Figura 1/4 .
0 derivado benzimidazólico (15 mg) obtido com o 
produto, preparado segundo HEATH & ROSEMAN (/-t-9) ? apresentou pqn 
to de fusão igual a 2562c.
Estudos em outras aldoses desidrogenases indicam 
ser o produto imediato da oxidação de aldoses, a aldonolactona 
correspondente, que se hidroliza espontaneamente ao ácido em 
pHs alcalinos (6U - 66).
0 possível envolvimento da L-fuconolactona inter­
mediária na reação dè oxidação da L-fucose foi testada com a 
presença de MdrOÜlámina no meio dé incubação, da mesma manei 
ra descrita por ROSEMAN et alii (31)• A tabela VII mostra que
a quantidade de hidroxamato é dependente do pH e da quantidade 
de hidroxilamina presente na mistura de reação.
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FORMAÇÃO DE HIDROXAMATO DURANTE A OXIDAÇÃO 0A L-FUCOSE
tabela VII
pH da mistu- Hidroxil NADH Ac. fucónico Hidroxamato 
ra- de reação amina(M) p-Moles/ml p.Moles/ml p.Moles/ml
8,5 0 0,62 0,58 0
8,5 0 ,1 0,61 0,63 0
8,5 0,3 0,67 0,55 0 (*)
7,0 0 0,^7 0,50 0 (*)
7,0 0 ,1 0,48 0 (*) 0,36
7,0 0,3 0 ,5 1 0 (*) 0,45
(*) Quantidade insignificante.
Cada sistema de incubação (5 ml) continha; 100 micromoles de L- 
fucose, 10 micromoles de NAD, 100 micromoles de TRIS-HC1 pH 8,5 
ou HEPES pH 7,0, 100 microgramas de enzima e as quantidades in 
diçadas de hidroxilamina. Ã mistura foi incubada durante 2 ho­
ras em temperatura ambiente. Na determinação do hidroxamato , 
segundo LIPMANN & TUTTLE (67) 9 0,2 ml do reagente hidroxilami­
na foi adicionado logo após a incubação e mantido por mais 10 
minutos à temperatura ambiente. Alíquotas de 0,5 ml foram en - 
saiadas em duplicata. Gama-L-galactonolactona foi usada como 
padrão.
ESTEQUIOMETRIA E REVERSIBILIDADE;
A Tabela VII mostra que pára cada mõl de NADH for 
mado, um mol de L-fucose é oxidada â ácido L-fuconico.
Não foi posáível a demonstração da Reversibilida­
de da reáçao tanto Usando o ácido L-fuconico quanto a gama-L~ 
fuconõlactona.
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D I S C U S S Ã O
O presente trabalho relata a purificação e carac­
terização de uma desidrogenase para L-fucose, isolada de Püllu 
lar la nullulans« crescida em meio mineral contendo L-fucose co 
mo única fonte de carbono.
Desidrogenases para este desoxiaçucar ainda não 
foram descritas em microrganismos ,e fungos. Apenas uma D-aldo 
se desidrogenase inespecífica, descrita por CLINE & HU (3$**.38) e 
em um mutante de Pseudomonas saccharonhila. também oxida L-fu­
cose. Esta enzima, porém, difere da desidrogenase aqui descri 
ta no que se refere á especificidade pelõs substratos e pela 
inespecificidade com relação ao cofator; seu melhor substrato 
e a D-arabinose, podendo utilizar tanto o NAD quanto o NADP co 
mo aceitador de eletrons.
A existência de desidrogenases semelhantes para a 
L-fucose foi recentemente descrita em tecidos animais, mais 
precisamente em fígado de porco, por ROSEMAN et alii, 1969 (31) 
e em fígado de carneiro, por MOBLEY et alii, 1970 (32). 0 suba
> A Atrato preferido desta Ultima tambem e a D-arabinose.
A presença de atividade de L-fucose desidrogenase 
também foi encontrada em outros tecidos animais, em diferentes 
espécies.
As características gerais da L-fucose desidrogena 
se de Pullularia nullulans são bastante semelhantes às descri­
tas em tecidos animais.
0 produto da reação foi caracterizado como sendo 
o acido L-fuconieo, em toda a faixa de pH de atividade da enzi 
ma. 0 fato de não ter sido detectada a presença da lactona in
teraediaria em pH 7,0, sugere a exclusão da gama-L-fuconolacto- 
na como o produto imediato da reação, uma vez que este isomero 
é estável em pH 7,0.
Os resultados expressos na Tabela VII e a irrever 
sibilidade da reação com a gama-L-fuconolactona e com o ácido 
L-fuconico, indicam que esta enzima, do mesmo modo que a L-fu- 
cose desidrogenasè descrita por ROSEMAN et alii (31), oxida a 
L-fucose ao acido L-fuconico, através do isomero instável del- 
ta-L-fuconolactona que se hidrolisa espontaneamente logo apos 
a sua formação.
A L-fucose desidrogenase apresentou alta especifi 
cidade com relação aos substratos. Dentre todas as D- e L-al- 
doses, apenas a L-galactose, alem da L-fucose, serviu como subs 
trato. A enzima não apresenta nenhuma atividade com a D-arabi 
nose, que e a pentose correspondente mais estruturalmente rela 
cionada com a L-fucose e L-galactose.
Estes resultados diferem sensivelmente da especi­
ficidade apresentada pelas L-fucose desidrogenasés extraidas de
tecidos animais (3 1 ? 3 2), que são bastante ativas com respeito 
\a D-arabinose e outras aldoses.
Considerando-se a relação estrutural entre estes 
açúcares (D-arabinose, Li-fucose e L-galactose), o carbono 6, 
equatorialmente orienta io, parece ser necessário a atividade ca. 
talítica da enzima, e a Substituição de um hidrogênio do grupa 
mento metila da L-fucose (Cg) por um grupamento hidfoxila (L-,̂  
lactose) resulta no decréscimo de 60$* da atividade comparada 
com a obtida com a L-fucose.
Da mesma forma, comparando-se as relações estrutu 
rais da L-fucose e L-rgalactose com os outros açúcares testados,
que também apresentam o carbono 6 equatorialmente orientado, co 
mo L-rbamnose, L-manose e L-glucose, mas que diferem em um ou 
mais pontos entre C  ̂ a C^, pode-se supor que não só o equa-
o -  *  : ' *  'torial e o determinante estereoespecifico da enzima, mas, tam
s *bem., no minimo, a bidroxila axial no carbono 4 . .
Os resultados apresentados nas Tabelas V e VI su­
gerem o envolvimento de grupamentos tióis de resíduos cisteina
• v  *essenciais a atividade catalitica da L-fucose desidrogenase.
Neste aspecto, a L-fucose desidrogenase de Pullularia pullulans 
difere sensivelmente da estudada por ROSEMAN et alii (31), uma 
vez que esta última ó pouco sensível aos reagentes inibidores 
de grupamentos tióis.
A competição observada entre a L-fucose e o inibi 
dor, quando a enzima foi previamente incubada com a L-fucose, 
sugere que estes grupos estejam relacionados com a interação da 
enzima com a L-fucose.
0 efeito de proteção pelo substrato contra a ini- 
biçao por reagentes bloqueadores de grupos tiois e conhecido em 
algumas enzimas (69 - 71). A importância de grupamentos tióis 
livres na interação do gliceraldeido^B^fosfato com a gliceral- 
deido-3-fosfato desidrogenase de músculo de coelho, foi estabe 
lecida por HÔLZER & HOLZER (69) e por BOYER & SEGAL (72), atra 
vós dA dembhátração de que o gliceraldêido-3-fosfato protegia 
especificamente a atividade da enzima contra a inibição por io 
doacetato. BOYER & SEGAL (72) mostraram a formação dé um com­
plexo acil-enzima entre a enzima e o gliceráldéido-3-fo si*ato , 
envolvendo a participação dé grupamento tiol como aceptor.
Embora existam evidencias de que na maioria das de 
sidrogenases simples a interação do NAD e NADH com a enzima tam
- bh -
bem se faz com o envolvimento de grupamentos tióis (73 - 76), 
não foi observada a proteção contra a inibição quando a enzima 
foi pre-incubada com o NÂD.
A velocidade máxima da L-fucose desidrogenase é 
fortemente dependente do pH. Embora tenba sido observado va­
riação no valor das constantes Km tanto para o NAD como para a 
L-fucose, esta variações são insuficientes para explicar o com 
portamento da enzima frente ao pH, tendo-se em conta que as me 
didas de atividade foram feitas em concentração saturante de 
NAD e L-fucose, eliminando, desta forma, os efeitos de variação 
da afinidade. Outros fatores devem estar envolvidos, como va­
riação de conformação ou uma possível ativação por ânions. De 
fato, como pode ser visto na Figura 7, sensível diferença na 
atividade foi observada entre o tampão glicina e carbonato.
0 efeito inibitório do NADH formado como produto 
da reação foi estudado com relação à,L-fucose e ao NAD. A ini­
bição do NADH com relação á L-fucose e do tipo não competitivo 
e reversivel quando se aumenta a concentração do NAD ate a sa­
turação. Estes resultados parecem indicar que a interação do 
NADH com a enzima não está diretamente relacionada com a inte­
ração da L-fucose. A inibição, neste caso, deve sèr apenas o 
resultado a competição com o NAD. De fato, á inibição e com­
petitiva com relação ao NAD. 0 valor da constante dé inibição
' ;>Jj. " ; . .igual a 1,22 x 10 M, indica que a enzima apresenta ápfoximada
mente & mesma afinidade para o NAD e NADH* Nesté aspectoj a
L-fucose desidrogenase parecia diferir da maiotia das dèsidtogp
nases simples, as quais apréSentàm, em gerãl, uma afinidade pe
lo NADH bem maior do que pelo NÂD, com excessão da gliceraldei
do-3-fosfato desidrogenase, em que o NAD é fortemente ligado ,
mesmo em preparações cristalinas.(77)•
Estes; dados cinéticos de inibição pelo NADH, quan 
do analis dos segundo as formulações de CLELAND (78,79) e V/AL­
TER & FRIEDEN (80) mostram um quadro de inibição consistente 
cóm 0 mecanismo proposto por THEORELL & CHANCE (81) para a ál­
cool desidrogenase, o qual é aceito para a maioria das desidro 
genases simples* Entretanto, um mecanismo "Ordered Bi-Bi" não 
pode' ser totalmente excluido, uma vez que não foi possivel ve­
rificar o efeito inibitorio do outro produto da reação, a L-fu 
c o no -d e 1 c a-1 ac t ona. .
A presença da L-fucose desidrogenase em Pullularia 
pullulans sugere que este microrganismo é capaz de utilizar L- 
fucose através de um mecanismo diferente do descrito em Esche­
richia coli (25 - 28) .
A L-fucose desidrogenase deve ser a enzima que 
inicia uma via oxidativa de degradação, semelhante à descrita 
por DAHMS & ANDERSON para a degradação da D-fucose em bactéria 
da familia das Pseudomonadales. (39 - 4-2) .
-  U6 -
CONCLUSÕES
1* Pullularia pullulans, adaptada à utilização de L-fucose co- 
unica fonte de carbono, apresenta uma desidrogenase NAD-de- 
pendente especifica para L-fucose e L-galactose.
2. A enzima e altamente específica por NAD como cofator.
3« A atividade da L-fucose desidrogenase e dependente de grupa 
mentos tióis livres. L-fucose protege especificamente a en 
zima contra á inibição por reagentes bloqueadores de grupa­
mentos tióis.
h. NADH inibe a reação competitivãmente.
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